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Resumo



RESUMO

A producdo de anticorpos monoclonais (mAbs) ¢ de extrema importancia na area
médica, sendo considerada a grande inovagao da industria biotecnologica. O método
descrito por Kohler e Milstein exige a selegdao celular por vias bioquimicas através do
meio HAT (meio com hipoxantina, aminopterina e timidina). Com o crescente emprego
da luz na area médica este trabalho buscou avaliar o emprego do LED (abreviacdo de
Light Emitting Diode) com comprimento de onda de 475nm na selecao das células
envolvidas na producdo de anticorpos monoclonais com vistas a oferecer uma nova
opcao na selecao de hibridomas. Culturas celulares de Mieloma Murino (NS1) e MRSA
3-75 e 4-27 em meio completo 10% SFB foram segregadas em seis grupos para cada
tipo celular (12 amostras), sendo: G1: controle (ndo irradiado); G2: 1 J/em?; G3: 3
J/cmz; G4: 5 J/cmz; G5: 10 J/cmz; G6: 20 J/cm®. Com vistas a determinar o
comportamento das células frente ao efeito da luz, foram avaliadas a taxas de
viabilidades das células por Citometria de fluxo e MTT (3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide), perfil secretor dos hibridomas por ELISA e
nanodrop e taxa crescimento celular pela coloracdo de Azul de Tripan. Os resultados
mostraram que houve bioinibicdo de NS1 e MRSA 3-75 e 4-27 em doses superiores a 5
J/em” promoveram aumento da morte por necrose e apoptose tardia com supressio da
producdo de anticorpos (hibridomas) em todos os grupos experimentais. Os Hibridomas
MRSA 4-27 apresentaram bioestimulagdo quanto a produgdo de anticorpos em 31% na
dose de 1 J/em? porém, o0 MRSA 3-75 ndo apresentou alteracdo no perfil secretor. O
LED no comprimento de onda de 475nm ndo promoveu fotoselecdo de mielomas e
hibridomas apds exposicdo a luz. Mas, bioestimulou o crescimento celular (NS1) e
promoveu aumento da secrecdo de imunoglobulinas (MRSA 4-27), principal interesse

dos laboratorios de bioengenharia que utilizam esta tecnologia.

Palavras chaves: LED (Light Emitting Diode), Hibridroma, Mieloma, Fotoselecao.



ABSTRACT

The production of monoclonal antibodies (mAbs) for medicine is highly important,
being considered the greatest innovation of the biotechnologic industry over the years.
The method described by Kohler e Milstein demands cellular selection through
biochemistry ways using HAT (culture medium with hypoxanthine, aminopterin and
tymidhine). By the increasing use of lights in the medical areas, this paper searches to
evaluate the application of LED (Light Emitting Diode) - wave length of 475nm - in the
selection of cells involved on monoclonal antibodies production, in order to offer a new
option for hybridoma selection. Cell culture of Murine Myeloma (NS1) and MRSA 3-
75 and 4-27 in complete culture medium with 10% of fetal bovine serum (FBS) were
separated in six groups for each cellular type (12 samples), being: G1: control group
(not irradiated), G2: 1 J/cmz; G3:3 J/cmz; G4:5 J/cmz; G5: 10 J/cmz; G6: 20 J/em®. To
determine the behavior of cells, the following tests were made: viability tests by Flow
Cytometry and MTT (3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide),
ELISA and Emission Spectrometry to check hydridomas’ secretory profile and Tripan
blue stain to determine cellular growth rate. The results show that there were
bioinstimualtion of NS1 and MRSA 3-75 and 4-27 in doses above of 5 J/cm® which
promoted the increase of death by necrosis and late apoptosis with the reduction of
monoclonal antibodies production (hybridoma) in all experimental groups. The MRSA
4-27 hybridomas presented biostimulation as for the anitbodies production in 31% at the
dose of 1 J/cm?, although the MRSA 3-75 didn’t present any alteration of secretory
profile. The LED with wave length of 475nm didn’t promoted photoselection of
hybridomas and myelomas after the exposure to light. However, it biostimulated the
cellular growth (NS1) and the increased the secretion of immunoglobulins (MRSA 4-

27), which is the main interest of bioengineering labs that uses this kind of technology.

Key words: LED (Light Emitting Diode), Hybridoma, Myeloma, Photoselection
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1. INTRODUCAO

1.1 ANTICORPOS MONOCLONAIS

No século XX Paul Ehrlich propos a teoria de que uma —bala magica” poderia
destruir seletivamente um alvo ou doenga, evitando as interagdes indesejaveis em outros
tecidos. Neste periodo a interacdo entre antigeno e anticorpo ja era conhecida. Esta
visdo tornou-se pratica com o desenvolvimento da tecnologia de hibridomas de Kohler e
Milstein (1975) com a criacao dos anticorpos monoclonais (mAbs) capazes de serem
altamente especificos(ADAMS; WEINER, 2005).

Devido as suas origens murinas, os primeiros mAbs eram limitados devido a
imunogenicidade e ineficazes na ativagdo da imunidade celular. Este inicio, foi
superado com o desenvolvimento dos monoclonais quiméricos (apresentam combinagao
da regido variavel do anticorpo do camundongo com a regido constante do anticorpo
humano) e humanizados (contém somente regides hipervariaveis do anticorpo do
camundongo e o restante da molécula formada por anticorpo humano)(ADAMS;
WEINER, 2005).

O crescente interesse nos mAbs os transformaram na grande inovacdo da
industria biotecnologica. Atualmente esta tecnologia representa um mercado lucrativo
para as industrias farmacéuticas, embora tenha surgido em 1975 com os pesquisadores
Jerne, Milstein e Kohler (ganhadores do Prémio Nobel de Fisiologia em 1984), em 2012
foram arrecadados cerca de 50 bilhdes de dolares com mAbs, comparado com 48

bilhdes em 2010 e 40 bilhdes em 2009. (ALKAN, 2004).

O método de producdo de anticorpos monoclonais (Kohler e Milstein, 1975)
consiste em vdrias etapas que devem ser extremamente controladas quanto aos possiveis
fatores de influéncia externa (tempo, pH, temperatura). Resumidamente, a técnica de
producao de mAbs, inicia-se com a imunizacao do animal escolhido com o antigeno em
questdo. Apos o desafio ao sistema imune através de imunizagdes seriadas ocorre a
producdo de linfocito B sensibilizados, os quais sdo obtidos com a esplenectomia para
obtencdo dos linfécitos sensibilizados (figural)(KOHLER; MILSTEIN, 1975;
DEFFUNE et al., 1992).
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Figura 1- Protocolo de produgao de anticorpo monoclonal. Modificado (OSBORNE, 2008)

A fusdo ¢ realizada com centrifugagdo dos linfocitos recém-coletados,
juntamente com células de mieloma murino na propor¢ao de 10:1, respectivamente, em
meio acrescido de polietilenoglicol (PEG) que proporciona a fusdo de membranas
celulares(KOHLER; MILSTEIN, 1975).

Nesta etapa trés situagdes podem ocorrer:

1. Células fusionadas (linfocito B sensibilizado com Mieloma Multiplo Murino)

células de interesse na produgao de anticorpos monoclonais;

2. Linfocitos ndo fusionados ou fusionados ao acaso entre si;

3. Mieloma Multiplo Murino nao fusionado ou fusionado ao acaso entre si.

As situagdes 2 e 3 sdo indesejadas, logo devem ser suprimidas. Os linfécitos sdao
naturalmente extintos do cultivo, pois ndo conseguem replicar-se, € sao removidos da
cultura durante as trocas do meio. O mieloma € permanente e preocupante na cultura,

pois defronte as suas caracteristicas neopldsicas, apresenta intensa replicacdo
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ultrapassando facilmente o crescimento das células fusionadas, culminando com
concorréncia e posterior selecdo apenas deste tipo celular na cultura(VICENTINI-
OLIVEIRA et al., 2010).

No intuito de eliminar os mielomas algumas de suas propriedades gendmicas sdo
requeridas como: hipermetilagdo e deficiéncia da enzima hipoxantina-guanina-
fosforibosiltransferase (HGPRT), empregada na sintese de nucleotideos. Células
normais sdo HGPRT positivas enquanto o genoma do mieloma ¢ HGPRT negativo, ou
seja, ndo possui maquinario para sintetizar nucleotideos utilizando o sistema HGPRT.
Nesta etapa, 24 horas apos fusdo, as células recebem meio de cultura contendo o
suplemento Hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT). A aminopterina bloqueia a via
de novo, restando somente a via de recuperacdo ou salvamento a ser utilizada para a
formag¢do de nucleotideos. Com isto os hibridomas (HGPRT+ e secretores de
imunoglobulinas (Ig)) e os linfocitos B ndo fusionados (HGPRT+) sobrevivem em meio
HAT, ja os mielomas nao fusionados sdo incapazes de utilizar a via de salvamento
(HGPRT-) e morrem. Os linfécitos B, embora HGPRT+ tém vida ttil muito curta e ndo
sobrevivem por mais de 6 dias durante o cultivo celular, restando apenas os Hibridomas
no final do processo(VICENTINI-OLIVEIRA et al., 2010).

Para a obten¢do dos clones produtores de Ig € realizada a diluicdo da suspensdo
de células com o intuito de isolar um tnico clone por pogo de cultura, dando inicio a um
cultivo homogéneo com a mesma secre¢ao de Ig. A especificidade do clone selecionado
¢ realizada por testes seriados do sobrenadante de cultura pela técnica de ELISA
(Enzyme linked immunosorbent assay) indireto (ensaio imunoadsorvente ligado a
enzima) ou por RIA (radioimunoensaio)(VICENTINI-OLIVEIRA et al., 2010).

Em suma, os protocolos de produ¢do de monoclonais envolvem diversas etapas
laboriosas para obtencdo de Ig especificas contra o antigeno de interesse como ilustrado

no fluxograma abaixo.
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1.2 ANTICORPO MONOCLONAL CONTRA Staphylococcus Aureus
RESISTENTE A METICILINA (MRSA)

O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram positiva que coloniza pele e
fossas nasais do homem predispondo a lesdes purulentas em tecidos moles, bacteremia,
sepse ou endocardiose. Devido ao surgimento de estirpes multi-resistentes a meticilina,
denominadas MRSA, cresce o interesse no desenvolvimento de novas técnicas
terapeuticas frente a S. aureus multiresistentes (LORENZ et al., 2011; KIM et al.,
2012).

Com vistas a esta necessidade do mercado de biotecnologia e medicina foram
produzidos 9 hibridos secretores de imunoglobulinas contra antigenos obtidos da
extragdo de material molecular de cepa PBP2a Staphylococcus aureus, antigeno
produzido segundo Blanco et al., 1995(BLANCO et al., 1995; QUERINO, 2013). Dois
desse hibridos foram selecionadas para realizacao deste trabalho.

Durante a sele¢ao dos hibridos produzidos, mais de 90% das células construidas
foram descartadas por apresentarem perda da especificidade, instabilidade na secrecao
das imunoglobulinas ou por serem poucos reativos. O aperfeicoamento da produgdo de
monoclonais ganha destaque e a redugdo dos custos com melhora na qualidade dos
produtos finais impulsionam novas pesquisas € agregacoes as novas tecnologias como o

LED.

1.3 DISPOSITIVOS LED

Em 1962 o pesquisador Nick Holonnyak Jr. desenvolveu o primeiro LED capaz
de emitir luz visivel vermelha. O LED (abreviacdo de Light Emitting Diode) ¢ um
dispositivo composto por dois semicondutores ou mais semicondutores dopados
adequadamente que emite luz quando uma tensao ¢ aplicada.

A emissdo da luz ¢ possivel devido a diferenga entre os tipos de materiais que
compdem os semicondutores, um semicondutor ¢ “n-doped” enquanto o outro ¢ “p-
doped”. Os semicondutores “n-doped” possuem material com excesso de elétrons,
enquanto o semicondutor “p-doped’ tém caréncia de elétrons ou -Buracos Receptores”,
que ao serem percorridos por uma tensdo, permitem o cruzamento dos elétrons
excedentes rearranjando entre as lacunas do material empobrecido de elétrons
resultando na emissao de luz com particularidades especiais; banda espectral estreita,

policromética e incoerente(BAGNATO, V.S., 2008) (figura 3).
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Figura 3 — Figura representativa do LED(FREITAS, 2009)

A intensidade da luz emitida sera proporcional a intensidade da corrente que ¢
disponibilizada no diodo. O comprimento de onda da emissdo da luz pelo LED
dependera do tipo de dopagem que os semicondutores terdo. Como exemplo, se a
dopagem ¢ feita com Fosfeto de Arsénio de Galio a emissdo da luz visivel pode ocorre
no vermelho (~ 625 — 720 nm) ou no amarelo (~ 565-590 nm) dependendo da
concentragcdo de Fosforo(CORAZZA, 2005) (tabela 1). O marco na aplicabilidade dos
LED foi depois de 1993, quando o pesquisador Shuji Nakamura inovou a composi¢ao
de semicondutores com Indio, Galio e Nitrogénio (InGaN) permitindo a emissio de luz

azul (~ 440 — 485 nm) de alto brilho artigo(BAGNATO, V.S., 2008).

Semicondutor Cordaluz Comprimento de onda
Arsenieto de gdlio e aluminio Infravermelha 880 nm
Arsenieto de gilio e aluminio Vermelha 645 nm
Fosfato de aluminio, indio e gilio Amarela 595 nm
Fosfato de gilio Verde 565 nm
Nitreto de gélio Azul 430 nm

Tabela 1 — Cores associados a Semicondutores - http://www.solelux.com.br/tecnologia-

led/historia-do-led acessado 31/12/2013.
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O LED ¢ uma tecnologia bem difundida na vida moderna, a tal ponto que seu
uso vem proliferando mundialmente; fototerapia de baixa intensidade, controle de
microrganismo, Terapias Fotodindmicas (PDT), foto polimerizagdo, clareamento
dentario, sistemas de automacao, leitores de cddigo de barra, semaforos, painéis de

anuncio, celulares, dentre outros.

1.4 CONCEITOS FiSICOS DA IRRADIACAO: IRRADIANCIA,
FLUENCIA E ENERGIA DEPOSITADA

Irradiancia ou Intensidade ¢ o termo que os fotobiologistas usam como sindénimo
para densidade de poténcia (DP), definida pela razdo da poténcia optica util do LASER
ou LED, expressa em Watt, dividida pela area irradiada, expressa em centimetros
quadrados (cm?). A unidade, portanto, ¢ (W/em?). Fluéncia ou Dose ¢ o termo utilizado
para descrever a taxa de energia que estd sendo aplicada sobre uma érea no tecido
bioldgico. Ao multiplicarmos a irradidncia pelo tempo de exposi¢do, expresso em
segundos (s), obteremos a fluéncia ou dose, também denominada de Densidade de
Energia, sera expressa em Joules por centimetro quadrado (J/em?). Energia total ¢ uma
grandeza fisica que, no caso de Laserterapia ou Ledterapia, representa a quantidade de
luz que esta sendo depositado no tecido a qual ¢ definida pela multiplicagdo da poténcia
optica util do aparelho em Watts pelo tempo de exposi¢do. O resultado obtido tem como
representacdo a unidade Joule (J). Para uma dada poténcia, as varia¢des na irradiancia
podem produzir efeitos sobre o tecido bioldgico que sdo nitidamente diferenciados. As
quantidades de energia depositada, variagdes na dose, podem promover efeitos sobre os

tecidos biologicos(LIZARELLI, R., 2010).

1.5 FOTOTERAPIA

As observagdes e estudos com a luz datam desde a antiguidade, os egipcios e
gregos usaram o conhecimento sobre a luz para criar instrumentos para determinacgao do
tempo, orientagdo astrondmica e tratamentos de doengas dermatologicas. No inicio do
século XIX Thomas Young observou o efeito ondulatério para luz, corroborando a ideia
sugerida por Christian Huygens no século XVII, dando inicio a natureza quantica da
luz. No final do século XIX e inicio do século XX, o Eletromagnetismo desenvolvido
por James Clerk Maxwell e Heirich Rudolf Hertz conjuntamente com o
desenvolvimento da Teoria da Mecanica Quantica estabelecidos por Max Planck, Albert

Einstein, Werner Heisenberg, dentre outros, aliaram-se ao avango da tecnologia
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promovendo subsidios para a exploragdo da luz em diversas areas de pesquisa e do
conhecimento.

As fontes de emissdo de luz LASER e LED de baixa intensidade sdo
semelhantes do ponto de vista da luz emitida, pois ambas possuem uma banda espectral
estreita, embora o LED tenha um espectro de agdo eletromagnético mais amplo, fator
importante para o seu uso na Terapia Fotodindmica (PDT) e na odontologia, em relacio
ao LASER. A diferenca basica dessas fontes estd no fato de a luz emitida pelo LED ¢
ausente de coeréncia e colimagao(BAGNATO, V., 2002). Entre os beneficios do LED
destacam-se: sua energia eficiente, seu tamanho compacto, baixa voltagem, baixo
aquecimento, vida longa e silenciosa(LIZARELLI, R.F.Z. et al., 2008).

Hoje existe uma vasta literatura confirmando os efeitos da fototerapia,
principalmente com uso do LASER, em culturas in vitro, modelos animais e testes
clinicos(PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010). Os efeitos bioestimuladores sao
marcados por aumento da taxa de proliferacdo celular, ampliagao da taxa de produgdo
de fibroblastos e sintese de colagenos ¢ de RNA e DNA(KARU, T., 1989), sintese de
ATP(LIEVENS, 1988), na micro circulagao localMIRO et al., 1984; MAIER;
HAINA; LANDTHALER, 1990), proliferagdo de células epiteliais(STEINLECHNER;
DYSON, 1993), fibroblastos(LUBART et al., 1995; WEBB; DYSON; LEWIS, 1998;
ALMEIDA-LOPES et al., 2001), e, sintese de colageno(ENWEMEKA; RODRIGUEZ;
MENDOSA, 1990; SKINNER et al., 1996). Ademais, melhora na cicatrizagdo em
feridas cronicas foram publicadas(TRELLES; MAYAYO, 1987; BIHARI; MESTER,
1989; ROCHKIND et al., 1989; BAXTER; DIAMANTOPOULOS, 1994; KAMEYA
et al., 1995; TANG et al., 1997; REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 1998), e
a regulacdo génica de 111 genes segregados em categorias funcionais distintas que
regulam os efeitos oxidantes, canais i0nicos, potencial de membrana, proliferagdo
celular, proteinas do citoesqueleto matriz extracelular, fatores de transcri¢ao de citosinas
imunologicas, inflamatorias e de reparos celulares(ZHANG et al., 2003).

O uso da fototerapia como recurso terapéutico ampliou-se na ultima década.
Estudos desenvolvidos pela NASA (National Aero Space Agency) nos Estados Unidos
demonstraram fortes evidéncias de que a eficiéncia dos LEDs em processos de foto
estimulagdo celular e de proliferacdo de crescimento celular in vitro(WHELAN et al.,
2001). Testes clinicos com aplicagdo de LEDs em cicatrizagdo de ulceras em seres
humanos ja foram liberados pela FDA (Food Drug Administration) norte-

americana(WHELAN et al., 2003). Trabalhos desenvolvidos no Brasil demonstram a
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eficiéncia do LED na cicatrizagdo de ulceras(MARQUES et al., 2004; CORAZZA et
al., 2007).

Ainda com vistas a aplicacdo terapeutica do LED de baixa intensidade, seu uso
em células-tronco de polpa dentdria humana, potencializou o crescimento das celulas in
vitro em condi¢des de déficit nutricional. Essa resposta celular esta ligada a extreita
relacdo da interacdo da luz e estresse oxidativo no momento da irradiagdo, sendo que
células mais propencas a oxidacdo, apresentam maior crescimento celular e células em
fase de reducao apresentam inibi¢ao do crescimento(LI; CHEN; WANG, 2006).

Dentre as aplicacdes da fototerapia em células mononucleares de sangue
periférico in vitro, Gulsoy e colaboradores relataram a proliferagdo dos linfécitos
irradiados com LASER com comprimento 660nm nas doses de 1,5 ¢ 3,0 J/em?, no
entanto, doses superiores ndo apresentaram efeitos bioestimuladores(GULSOY et al.,
2006).

Pesquisas recentes inferem o potencial bioestimulador ou bioinibidor do LED ou
do LASER de baixa intensidade estdo relacionados com o tipo ¢ metabolismo das
células irradiadas. Além destes, a resposta a luz esta relaciona diretamente aos
parametros fisicos da fototerapia como fluéncia (dose), potencia (quantidade de energia
transmitida), densidade de energia (irradiancia), tempo de exposicao e comprimento de
onda (Tabela 2)(KARU, T., 1989).

Moore e colaboradores observaram que células endoteliais e fibroblastos com
uma mesma irradiancia e dose, mas com comprimentos de onda distintos, apresentaram
resultados diferentes em relagao a proliferacao celular. A irradiagdo com Laser de baixa
intensidade com comprimento de onda de 630 nm apresentaram resultados de
bioestimulagdo, no entanto com comprimento de 830 nm houve um efeito bioinibidor
para as células(MOORE et al., 2005).

A bioinibi¢do celular apos aplicacdo da luz azul desperta interesse na terapia
antineoplasica, € na reducdo do desenvolvimento de tumores de pele em modelo
experimental(OHARA et al., 2003). AL-WATBAN observou a indu¢do de apoptose em
culturas celulares de fibrosarcoma murino (RIF-1) e adenocarcinoma mamario murinho
(EMT-6) apds fototerapia com comprimentos de onda entre 420 e 600nm(AL-
WATBAN; ANDRES, 2012).

Células de retina apresentaram apoptose promovida possivelmente por dano
mitocondrial direto e aumento do estresse oxidativo, comprometendo o metabolismo da

organela apds tratamento com luz azul(KNELS et al., 2011). Na dermatologia a luz azul
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apresentou os melhores resultados na eliminagdo do Propionibacterium acnes

superando a luz vermelha tradicionalmente usada(CHOI et al., 2011).

Wavelength r{Culture Stimulation Inhibition
Dose, J/'m * Dose, J/m®
400 HU-274 10 105108
W-28
4416 Human 10107 105 10°
H323 embryomnic
G942 skin
741 fibroblasts
Cool white |Human Dose not shown. Dose not shown.
fluorescent  [embryonic Exposition every The cells exposed
lamps diploid day during 150 days constantly,
lung for 2 h: oells came died witht
fibroblests through 70 divisions;  |2-3 days
40 h:odl div;
6 h:53 div.; dark control;
53 div .
4115 Human [lympho- - 10
blastowd cells
B30-033 Chinese hamster il -
fibroblasts
6323 L 7.5 -
6323 Human embryonic 10 -
foreskin fibroblasts
6323 Hela 1 -
54R-574 Hela Dose not shown, dose not shows,
dose rate dose raie
10-50 W/em® 100-300 W/em'
a04.2 Human skin (1-4)x] 0’ -
fibroblasts
604,31 Human melanoma [2.-—'---'--"-]:;“:"" -
in culture
G942 Mouse fibroblasts 10 -
La29
a94.3 Human epidermal No damage till
end mouse lung 10 J/m*
cells in culmre

comprimentos de onda e dose(KARU, T.I., 1990).
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1.6 INTERACAO DA LUZ COM TECIDOS BIOLOGICOS

Os processos Opticos basicos na interagdo da luz incidente sobre a matéria
obedecem aos principios de reflexdo e refracdo, as quais sdo correlacionadas: absorcdo e
espalhamento (Figura 4). Contudo, os processos que regem a interagao da luz visivel de
baixa intensidade com os tecidos biologicos sdo a absor¢do e o espalhamento, pois a

reflexdo e refragdo sdo consideradas secundarias e de menor destaque (NIEMZS, 2004).

Espalhamento
\
i T~ -~
Reflexio
Absor¢ao \

Transmissdo da Luz

Incidéncia da Luz

Figura 4 - Interacdo da luz com a matéria(NIEMZ, 2007)

O processo de absor¢ao da intensidade de uma onda eletromagnética incidente ¢
atenuado fornecendo energia para o material. A capacidade de um meio de absorver
radiacdo eletromagnética depende de alguns fatores, principalmente, camada eletronica
de seus atomos e constitui¢do de suas moléculas, o comprimento de onda da radiagdo, a
espessura da camada absorvente interna e parametros como a temperatura ou
concentracdo de agentes de absorcdo, forma de emissdo das ondas eletromagnéticas
(continua, pulsada), tempo de exposicdo, dentre outros (figura 5)(LUBART et al.,
1992).
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Figura 5 - Desenho didatico ilustrando o coeficiente de absorc¢do e penetragdao da Luz em fungdo

do seu comprimento de onda.

A absorc¢ao pode ser descrita através da Lei de Beer- Lambert ou Lei de Beer-

Lambert-Bouguer (figura 6).

U
] Z_ocln1(1)
=5

Figura 6 — Esquema ilustrativo para explicagdo da Lei de Beer-Lambert

Onde z ¢ a distancia no meio, /o intensidade incidente de luz na superficie , /(z)

intensidade transmitida e a € coeficiente de efetivo de atenuacdo do meio o qual

dependera do tipo de tecido(GROSSWEINER, 1997)
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O processo de dispersdao ou espalhamento pode ter carater inelastico ou elastico,
isso dependera da parte da energia que o foton incidente perde durante o processo. O
espalhamento ou dispersdo ¢ a altera¢do da dire¢do do foton de luz incidente ao interagir
com o tecido. Esse processo possui variagdo com o inverso do quadrado do
comprimento de onda, logo em tecidos bioldgicos onde o comprimento de onda do
foton incidente ¢ mais curto teremos maior intensidade de dispersdo molecular(NIEMZ,
2007).

Estes processos de interacdo da energia do foton de luz incidente com o tecido
biologico podem resultar em efeitos; fotoquimico, fotofisico, fototérmico e
fotomecanico dependendo das caracteristicas especificas do tecido, comprimento de
onda da luz, poténcia aplicada e tempo de exposicdo(OLSON; SCHIMMERLING;
TOBIAS, 1981; KARU, T., 1989; LABBE et al., 1990; SMITH, 1991; LUBART et
al., 1992; BREITBART et al., 1996; JORI et al., 1996; GROSSMAN et al., 1998;
POLO et al., 1999).

Atualmente a indugdo destes efeitos com uso de LASER e LED de baixas
intensidades sd3o bem instituidos, reagdes primarias induzidas pela luz e reagdes
secundarias que ocorrem na auséncia de luz(KARU, T., 1999; SCHINDL et al., 2000).

As reagOes primarias podem promover efeitos biomoduladores, os quais podem
promover bioestimulacdo ou bioinibi¢ao das atividades enzimaticas(KARU, T. et al.,
1998).

As andlises termodinamicas sugerem que a intera¢do da luz com proteinas
intramembranares das células, como exemplo os crom6foros, podem gerar aquecimento
local em decorréncia da excitagdo molecular(PASCHER et al., 1996). Dependendo da
duracdo da transmissdo de energia, densidade de energia e propriedades Opticas do
tecido, a transi¢do dos efeitos térmicos tera efeitos diferentes sobre o tecido como:
Hipertermia (42°C e 50°C), a qual promove mudangas conformacionais de moléculas
que aumenta os processos de fluxo de nutrientes e ativa ou inativa as atividades
bioquimicas, importantes para reagdes secundarias. Em temperatura superiores a 45°C o
processo térmico pode ativar a proteina de choque térmico (HSPs) na tentativa de
protecdo e manutengdo da célula. Temperaturas acima de 60°C podem promover
desnaturagdo das moléculas inativando-as; vaporizacao a 100°C e a carbonizagao acima

de 100°C (figura 7)(OLSON et al., 1981; NIEMZ, 2007).
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Figura 7 - Interacdo Luz—Tecido. Os circulos apresentam uma estimativa grosseira dos

parametros associados aos efeitos entre interagdo Luz-Tecido. Modificado por Boulnois 1986.

A interacdo da luz com fotorreceptores como, citocromo ¢ ¢ flavinas, na cadeia
respiratoria mitocondrial, provocam modificagdes nos potenciais de membrana
mitocondrial promovendo mudancas fotodinamicas em cadeias complexas que podem
acelerar vias de sintese de ATP, NADP+, RNA, DNA, reacdes quimicas e processos
fisiologicos celulares, reagdes secundarias(figura 8 e 9)(KARU, T., 1999;2008; KARU,
T., 2010). As interagdes fotoquimicas ocorrem com densidades de energia muito baixas,
com certos tipos de doses, comprimentos de onda e tempos de exposicdo (ROUNDS et
al., 1984).

A agdo da luz sobre a membrana celular pode alterar o potencial de agdao por
modificagdes fotofisicas aumentando o fluxo de entrada de Ca’ e consequentemente a
proliferagdo celular(SMITH, 1991; BREITBART et al., 1996; LUBART et al., 1997).

Vale destacar o interesse dos efeitos fotoquimicos na interacdo da luz com as
porfirinas enddgenas. Através da foto indugdo das porfirinas tem-se a formagdo de
oxigenios singletos, estado quimicamente reativo do oxigénio, que promovem efeitos de
oxidagdo em biomoléculas como lipidio, proteinas, aminodcidos, carboidratos e acidos
nucléicos(FEDOSEYEVA et al., 1984). O exemplo mais flagrante, na area medica, do
efeito fotoquimico ¢ a oxidagdo de fotossensibilizadores, o qual desempenha um papel

expressivo durante terapia fotodinamica (TFD).
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REACOES PRIMARIAS

Karu, 1988 e Labbe et al., 1990 Olson, 1981; Niewms 2007
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Figura 8 - Esquema das reagdes primarias foto induzidas na célula(MENEGUZZO, 2007)

As respostas biologicas sem a presenca da luz, conhecidas como reagdes
secundarias, apresentam diversas sinaliza¢des e amplificagdes das reagdes primarias. A
mudanc¢a do estado redox das cadeias respiratorias, em decorréncia da absor¢io pelos
fotorreceptores, esta diretamente ligado na homeostasia celular(KARU, T., 1996).

A oxidagdo de ATP e NADH, oriundos da reagdo primaria, pela ativacdo das
ATPases leva a alteracdes do pH. A acidificagdo do citoplasma desregula a atividade da
enzima que controla a alcalinidade da célula acarretando, por breve momento, o
aumento intracelular de Ca™ que estimula o metabolismo celular. Se o processo for de
reducao do Ca'? intracelular tem-se a inibicao do metabolismo celular(KARU, T. et al.,
1998).

Estudos demonstraram que mesmo niveis altos de Ca’™ intracelular podem levar
a inibicado do metabolismo celular em decorréncia da dose aplicada e comprimento de
onda utilizado na irradiagdo(FRIEDMANN; LUBART, 1996; KARU, T., 1996).

As mudancas conformacionais na ultraestrutura mitocondrial pela acdo térmica
demonstraram um aumento na geracdo de energia e consequentemente a intensificagao
do metabolismo celular(BAKEEVA et al., 1993).

Artigos na literatura confirmam a existéncia dos mecanismos secundarios ou das
reacdes secundarias aos processos de bioestimulagdo e bioinibi¢do, ja enfatizados no

topico de Fototerapia, da luz sobre os tecidos biologicos(KARU, T., 1987;1999).
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Figura 9 - Mecanismo das Reagdes secundarias a partir do estimulo por Fototerapia(MENEGUZZO, 2007)

1.7 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ uma técnica terapéutica que combina um
conjunto de processos quimicos; farmacos fotossensiveis ou fotossensibilizadores (FS);
fisicos: irradiagdo com luz (coerente ou incoerente) e biologico: presenga do oxigénio
molecular, normalmente presente na célula alvo.

As primeiras aplicacdes experimentais da terapia fotodinamica datam de 1888
em artigo publicado por Marcacci, ndo obstante, os dados apresentado eram
insuficientes para analise. Somente em 1900 Oscar Raab ¢ Von Tappeiner observaram
os efeitos citotoxicos causado pelo corante acridina sobre culturas de paramécios
submetidas a luz(ACKROYD et al., 2001). Em 1903, Niels Finsen realizou a primeira
aplicagdo clinica contra a manifestacdes de tuberculose cutinea utilizando eosina e luz
vermelha, obtendo, também, sucesso no tratamento da variola, sifilis, psoriases e cancer
de pele(ACKROYD et al., 2001; ALLISON et al., 2004). Contudo, somente na década
de 70 ganhou um impulso como terapia, apos os experimentos de Dougherty com
cancer(HENDERSON; DOUGHERTY, 1992; DOUGHERTY, THOMAS J et al,
1998; SIBATA et al., 2000). Nas ultimas décadas muitos avangos nas exploracdes
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clinicas e descoberta de novos FS para o uso da terapia fotodindmica, com diversas
finalidades(AMORIN, 2007)

Os mecanismos de interagdo para foto destrui¢do da célula alvo requerem a
presenca de trés fatores que interagem concomitantemente: o fotossensibilizador, a
fonte emissora de luz e o oxigénio molecular. Vale ressaltar que a agdo isolada da luz,
em certas doses ¢ intensidade, ou do fotossensibilizador, em certas concentragdes, nao

promovera o efeito deletério ao tecido alvo(figura 10)(DOUGHERTY, T. J., 1987).

Figura 10 - Principio Basico da Terapia Fotodindmica(DOUGHERTY, THOMAS J et al., 1998)

Os processos de interacdo dos fotoquimicos na FTD consistem em dois
mecanismos distintos: Mecanismo tipo I e Mecanismo tipo II(MELLO et al., 2001;
ALLISON et al., 2004).

No mecanismo tipo I, o fotossensibilizador em estado excitado, interage com os
atomos de hidrogénio da molécula (proteinas, colesterol, etc) removendo-os ou
transferindo elétrons, gerando radicais livres os quais tendem a reagir com oxigénio
resultando em espécies reativas de oxigénio, como: Peroxido de hidrogénio, ions
hidroxila, 4anion superoxidos entre outros, que podem oxidar diversas
biomoléculas(CHATTERJEE et al., 1997; MENEZES, 2001).

No mecanismo tipo II, a absor¢do da luz pelo fotossensibilizador promove a
mudanca do seu estado fundamental para uma estado tripleto (estado excitado). A
transferéncia da energia excedente do fotossensibilizador para o oxigénio molecular no
estado fundamental (Estado tripleto) gera o oxigénio singleto, forma reativa do
oxigénio, o qual pode interagir com proteinas, aminodcidos, lipideos, constituintes da
membrana celular, acidos nucleicos, promovendo reacdes fotoxidativas que cominam na

morte celular(figura 11)(MENEZES, 2001; CORREIA, 2006).
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Figura 11 — Diagrama de Jablonski demostrando a geragdo do Oxigénio singleto, fluorescéncia,
absor¢do, fosforescéncia http://photochemistryportal.net/home/index.php/category/light-absorption -
acessado em 02/01/2014.

1.8 FOTOSSENSIBILIZADORES

A busca por novos fotossensibiladores com alto grau de gera¢do do estado
singleto e taxa de transferéncia de energia mais longa, melhor sinergismo com
diferentes tipos celulares, menor citoxicidade, tempo de incubacdo e adequagdes fisicas
da luz, rendimento quantico, comprimento de onda, dose, tempo de exposicdo sdao

essenciais para a eficacia e continuagdo do uso da Terapia fotodinamica.

1.8.1 Porfirinas

As porfirinas formam uma enorme classe de moléculas organicas derivadas de
compostos macrociclos tetrapirrolicos presentes em diversos sistemas bioldgicos
(figura 12)(WHITE; HANDLER; SMITH, 1964). A propriedade das porfirinas e seus
derivados em formar complexos com ions metalicos (metaloporferinas) exercem
funcdes vitais no metabolismo celular como: responsaveis pela ligagdo e transporte de
oxigénio, na transferéncia de elétrons das reacdes de oxidagdo-reducdo e ativagdo de
enzimas de catalase(BONNETT et al., 1990; MIRONOV; NIZHNIK; NOCKEL,
1990).


http://photochemistryportal.net/home/index.php/category/light-absorption%20-%20acessado%20em%2002/01/2014
http://photochemistryportal.net/home/index.php/category/light-absorption%20-%20acessado%20em%2002/01/2014
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Figura 12 — Formula estrutural comum das Porfirinas(DU et al., 2003).

Os compostos derivados da hematoporfirina (do inglés, hemtoporphyrin
derivate, ou HpD), com destaque para os; Photofrin®, Photosan® e Photogem®, sao
considerados FSs de primeira geracdo e tem demonstrado grande eficiacia na FTP
principalmente no controle microbiologico de fungos(BAGNATO, V.S., 2008).

Estes HpDs apresentam espectros de absor¢ao eletronica bem definidos, sendo a
banda mais intensa na regido de 370nm, chamada de banda de Soret e outras quatro
bandas entre 500 e 635nm, chamadas de bandas Q (Figura 13)(DOUGHERTY, T. J.,
1987).
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Figura 13 — Espectro de absorgio do Photogem®.

O fotossensibilizador empregado neste trabalho foi o Photogem® procedente do
Instituto de Alta Tecnologia em Quimica de Moscou, Russia e aprovado para uso
médico pelo comité de Farmacologia da Russia desde 1999, cedido pelo Prof. Dr.
Vanderlei S. Bagnato (IFSC-USP), coordenador do Centro de Pesquisa, Inovagdo e
Difusdo de Otica e Fotonica (CEPOF).
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1.9 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

1.9.1Aplicacées dos mAbs

As possibilidades terapéuticas com o uso dos mAbs tem aumentado nos tltimos
anos. Atualmente o emprego no tratamento de canceres, doencas auto imunes, alergias,
entre outros se torna cada vez mais comum na medicina moderna(RITA COSTA et al.,
2010; SHUKLA; THOMMES, 2010).

O réapido desenvolvimento da industria de biotecnologia impulsionam processos
com alto rendimento, avancos na melhora da biodisponibilidade, especificidade de
ligagdo e reducdo dos efeitos colaterais como no desenvolvimento da tecnologia de
humaniza¢do dos mAbs(SHUKLA; THOMMES, 2010).

Como decoréncia do mercado dindminco, fabricantes e fornecedores da industria
de biotecnologia exploram novas maneiras de aperfeicoar a producdo dos mAbs. Entre
as medidas adotadas estdo a dimunui¢dodo numero de etapas, reducdo dos custos com
matérias primas ¢ pesquisas de métodos alternativos para recuperacao e purificacdo de
proteinas(LOW; O'LEARY; PUJAR, 2007).

Melhorias na eficiéncia do processo produtivo, com o desenvolvimento de
linhagens de células com alta produtividade e especificidade, intensificam a busca por
selecdo celular em combinagdo com alto rendimento em intervalo de
tempo(SOMMERFELD; STRUBE, 2005; FARID, 2007, CHON; ZARBIS-
PAPASTOITSIS, 2011).

Diante destas circunstancias, a tecnologias envolvendo o potencial bioinibidor do
LED de baixa poténcia surge de forma oportuna na tentativa de selecionar células de

mielomas NS1 e Hibridos e substituir o processo do uso do meio HAT.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
» Avaliar a possibilidade da Fotosele¢ao por meio da irradiacdo com LED em

culturas de Mielomas (NS1) e Hibridomas in vitro.

2.2 Especificos

» Comparar as taxas de viabilidades para o Mielomas NS1 e Hibridomas in
vitro submetidos a Irradiagdo com LED nas doses 1,0; 3,0 ; 5,0; 10;
20J/cm’ no comprimento de onda de 475nm + 20nm.

» Avaliar as taxas de viabilidades das células através de Citometria de Fluxo e
MTT (3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide).

» Estabelecer indice de apoptose e necrose das células por Citometria de
Fluxo.

» Estabelecer crescimento celular com Hemocitometro.
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3.MATERIAL E METODOS
Este projeto foi desenvolvido com a parceria de duas institui¢cdes: o Centro de
Pesquisa em Optica e Fotonica (CEPOF) da Universidade de Sao Paulo (USP), campus
de Sao Carlos, com a participacao do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato ¢ da Dra.
Natalia M. Inada, que forneceram as validadas “Bio Table”. A outra instituicdo
envolvida foi a Universidade Estadual Paulista —Rilio de Mesquita Filho (UNESP),
campus de Botucatu. Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratorio de Engenharia
Celular(LEC) do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina.
Na etapa da cultura celular distinguem-se as diferentes linhagens utilizadas:
o mieloma multiplo murino, denominado NS1, provenientes de acordo internacional
com o Laboratoire de Genie D Institute National de Transfusion Sangiiine (INTS) de
Paris, integrante da Agence Francaise du Sang, célula esta, imprescindivel para todo
protocolo classico de producdo de anticorpos monoclonais(DEFFUNE et al., 1992).
Duas outras linhagens, ou clones, foram utilizados: clones secretores de anticorpos
monoclonais anti-PBp2a, cuja especificidade ¢ dirigida contra uma proteina de
membrana da bactéria Staphilococcus aureus multi-resistente. Estes clones receberam a
denominacdo de MRSA e seguindo padronizagdo internacional, os nimeros diferenciam
os clones entre si. Estes clones sdo oriundos de pesquisa prévia, registrada no comité de
¢tica da FMB (protocolo CEEA 976-2012) mantidas em nitrogénio liquido(QUERINO,
2013) e desenvolvidas no LEC.

3.1Cultura Celular
Os trés tipos celulares utilizados: NS1, MRSA4-27 e MRSA3-75 integrantes do
banco de células do LEC, mantidos congelados em nitrogénio liquido a -196°C, foram
descongelados segundo protocolo operacional padrdo do Laboratorio de Engenharia
Celular do Hemocentro de Botucatu e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (Anexo 1). A metodologia de aplicagao
do LED nas culturas in vitro seguiram as normas de seguranca de acordo com a

resolucdo da ANVISA RDC n° 185/01.

3.2 Producao de hibridoma anti-MRSA
Os hibridomas foram produzidos pelo método convencional Koéhler & Milstein
(1975) com modificagdes de Deffune (1992). Resumidamente, seis fémeas BALB / ¢ (8

semanas de idade), foram imunizadas com 40mg/kg do antigeno obtido segundo Blanco
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1995 emulsionado 1:1 com adjuvante Sulfato de aluminio e potéassio dodecahidratado
KAI(SO4),.12 H,O(BLANCO et al., 1995).

Nos dias 0 e 15, os animais foram imunizados via intraperitoneal. No dia 30
receberam apenas antigeno sem adjuvante via endovenosa. A concentragdo do antigeno
foi a mesma em todos os procedimentos. No dia 32 realizou-se coleta de sangue para
ensaio ELISA para deteccdo de anticorpos especificos, todos os animais apresentaram
alta reatividade. No dia 33 os bagos de cada camundongos foram removidos para coleta
dos linfocitos B e posterior fusdo com Mieloma Murino.

Os sobrenadantes dos Hibridomas resultantes foram testados por ELISA e
clonados por diluigdo limitante, para selecionar células unicas secretoras de anticorpos

monoclonais especificos.

3.3 Protocolo ELISA indireto

O protocolo ELISA indireto foi empregado para determinar a presenca de
anticorpos especificos contra os antigenos utilizados na imuniza¢do dos camundongos.
O antigeno anti-MRSA foi fixado em microplacas de fundo chato na concentragio de
25pg/mL em tampao carbonato-bicarbonato (Na2CO3/ NaHCO3 0,2M, pH 9,6) por 1
hora a 37°C e, em seguida, a 4°C por 12 horas. O bloqueio das rea¢des inespecificas foi
realizado com blotto (PBS (0,14 M NaCl; 1,4 mM KH2PO4; 8mM Na2HPO4; 2,7 mM
KCI - pH 7.4 + 5% de leite em p6 desnatado). Os sobrenadantes das células (100uL)
foram aplicados nas placas sensibilizadas. Como controle positivo foram empregados
soros dos camundongos imunizados € meio de cultura RPMI 1640 livre de fenol estéril
e soro de camundongo ndo imunizado como controles negativos. O anticorpo
secundario escolhido para detectar os anticorpos murinos foi IgG de cabra polivalente
anti-IgG/ IgM/ IgA de camundongo (1/10.000) (Sigma®) conjugado a peroxidase,
diluidos em uma solucdo de leite desnatado denominada. A solugdo cromogena
empregada foi o TMB (3,3°,5,5°- tetrametilbenzidina, Abbot®).A medida da
intensidade da reacdo foi realizada por analise espectrofotométrica em aparelho leitor de
microplacas, com filtro de 450nm. Entre as etapas foram realizadas lavagens com PBS
pH 7.4 (0,14 M NaCl, 1,4 mM KH2PO4, 8 mM Na2HPO4, 2,7 mM KCl) adicionado de
0,1% Tween 20.

Os dois hibridomas (MRSA 3-75 e MRSA 4-27) foram selecionados por
apresentarem caracteristicas secretoras inferiores ao desejado com reatividades baixa e

média, respectivamente, de acordo com a Densidade Optica (DO) ao teste ELISA. A
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DO permite classificar as células quanto a reatividade em: baixa (DO inferior a 3x a DO
controle negativo), média (3x < DO < 10x da DO controle negativo) e alta reatividade
(DO>10x controle negativo).

Em suma, os sobrenadantes de cultura foram testados em cada etapa da pesquisa
para confirmacao da especificidade, estabilidade e quantificagdo da producdo de
anticorpos. Para assegurar manutengdo de suas caracteristicas secretoras e
especificidade dos sobrenadantes os monoclonais selecionados foram testados antes do

inicio dos protocolos com luz.

3.4 Descongelamento

As células de Hibridomas e NS1 foram descongeladas 10 dias antes do inicio dos

protocolos com luz, segundo Deffune (1992) e mantidas em crescimento em frascos de
25 cm? de poliestireno, para cultura de células em suspensdo, com meio de cultura
RPMI 1640 livre de fenol acrescido de soro fetal bovino 10%, aminoacidos essenciais e
ndo essenciais, glicose, insulina e antibidticos e mantidas em estufa a 37°C e atmosfera

contendo 5% de CO,.

3.5 Cultivo Celular

Apo6s o descongelamento, acompanhou-se o crescimento das células por
avaliacdo em microscopia invertida até atingir viabilidade celular igual ou superior a
90%, verificada por coloragdo azul de tripano (7ripan Blue 0,4%). Realizou-se quando
necessario a fotodocumenta¢do com auxilio de Camera fotografica Canon Power shot
620 A acoplada a microscopio Zeiss ® Axiovert 200.

Cada tipo celular foi acondicionado em seis placas de cultura de 24 pocos
(Greiner bio-one®, suspension-culture plate) com volume de 3x10° células/pogo com
volume final de 2 ml/pogo, segundo protocolos de irradiagdo (Figura 14). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.



49

Descongelamento

Cultura e

Expansdo celular

Placas 24 pocos
_ MRSA 3-75 MRSA 4-27 NSs1
(3x10° células/poco)
1 controle 1 controle 1 controle
Grupos experimentais 5 Tratamentos 5 Tratamentos 5 Tratamentos
com luz com luz com luz

Figura 14. Fluxograma experimental

Apbs 24 horas do plaqueamento (dia 1) as células foram expostas a irradiagdo
todos os dias, exceto o grupo controle de cada tipo celular que ndo foi exposto a
irradiagdo em nenhum momento.. Decorridas 24 horas da exposi¢ao a luz, metade do
conteudo de cada pogo (1ml) foi removido para as andlises de citometria de fluxo, MTT e
quantificagdo. Em seguida acrescentou-se 1ml de meio cultura em cada pogo com retorno
d placa a estufa a 37°C e 5% de CO, e mantida por 8 horas antes da exposicao diaria. As
placas foram observadas diariamente por microscopia invertida (Zeiss ® Axiovert 200)
com obten¢do de imagens da evolucdo antes de receberem tratamento pela luz.

Com o intuito de minimizar quaisquer alteracdes na atividade mitocondrial nao
relacionada com a luz todos os protocolos empregados neste trabalho foram realizados
com meio de cultura livre de fenol. Isto ¢ devido a possibilidade da intera¢do da luz com
constituintes do meio extracelular in vitro, especialmente vermelho fenol promovendo

redugdo da atividade mitocondria(ROTENBERG et al., 2006).

3.6 Protocolo de Irradiacdo das Células

As culturas celulares foram irradiadas com auxilio da mesa difusora Bio
Table”, constituidas por LEDs no comprimento de onda de 475nm + 20 nm com
poténcia de 35 mW/cm® e emissdo continua, desenvolvida pelo centro de pesquisa em
Optica e Fotonica (CEPOF) do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC) da Universidade
de Sao Paulo (USP) (figura 15).
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Para cuidados prévios a irradiagdo o equipamento foi calibrado usando-se

sistema duplo de monitoramento: medidor de poténcia Coherent (modelo FM) e

detector de intensidade Coherent VIS X461.

Figura 15.” Bio Table” acionada com A 475nm + 20 nm com poténcia de 35 mW/cm® com

emissao continua.

As células foram irradiadas com doses 1,0; 3,0; 5,0; 10 e 20J/cm® com os seus
respectivos tempos de exposi¢do (tabela 3) dentro de capela de fluxo laminar,
preservando a esterilidade da cultura, para avaliar o crescimento e viabilidade celular.
As placas referentes aos grupos controles foram irradiadas e mantidas por 180 segundos
em fluxo laminar para promover o stress de manipulagado da cultura.

Os tempos de exposicao foram calculados através da expressao:

T Dose (J/cm?)
" Densidade de Poténcia (W/cm?)

Dose (J/cm?) Controle 1,0 3,0 5,0 10,0 20,0

Tempo de
0 29 86 143 286 572
Exposicao (s)

Tabela 3 — Tempo de exposicao por dose
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3.7 Determinacao Das Viabilidades Celulares

3.7.1 Coloracao: Trypam Blue(STROBER, 2001).

O teste de exclusdo com corante Trypan Blue foi empregado para determinar o
nimero de células presente em cada grupo experimental. As células foram coradas 24
horas apds exposi¢do a luz. O ensaio avalia a integridade das membranas celulares,
sendo que as células intactas excluem o corante mantendo seu citoplasma claro,
enquanto as células mortas permitem a passagem do corante para seu interior

apresentando citoplasma azul.

De maneira sucinta, os pogos de cultura foram homogeneizados e 1 ml da
solucdo foi transferida para tubos de hemolise e centrifugados a 1200rpm por 10
minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado e acrescido 1 ml de PBS as células,
para evitar coloragdes inespecificas em especial proteinas meio de cultura.

Volumes iguais (30ul) de tripan blue (0,4% Invitrogen®) e células foram
incubadas por 3 minutos em temperatura ambiente e posterior contadas em

hemocitometro (Camara de Neubauer) (figura 16).

Figura 16 - Foto Hemocitometro

As contagens foram realizadas por dois examinadores que ndo tinham
conhecimento sobre qual grupo pertencia as amostras celulares. Para o calculo do

numero de células em cada amostra utilizou-se:

N° Total de celulas = Fator de diuicio = 10*

N° de Células =
¢ Letutas N°s de Quadrantes Contados

3.7.2 Determinac¢ao da Viabilidade por MTT
A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de ensaio colorimétrico MTT. O teste

¢ baseado na conversdao do MTT (3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
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bromide) em cristais de formazan pelas células viaveis, em decorréncia da atividade
mitocondrial. O teste foi utilizado para avaliagdo da viabilidade celular. As células
foram incubadas (placas de 96 pogos) a 1x10°/ml por 120 minutos a 37°C em 5% CO2.
Em seguida centrifugadas a 1200rpm por 10minutos. O sobrenadante foi descartado,
mantendo o pellet celular que recebeu 15uL de solugdo MTT (2,5 mg/mL) e 135ul
meio RPMI com 10% de SFB. As placas foram homogeneizadas em agitador por 5
minutos e incubadas por 4 horas a 37°C a 5% CO,. Apds o sobrenadante foi aspirado e
acrescido 200uL de DMSO/pogo, homogeneizadas e realizado em triplicata as leitura
das densidade Opticas por espectrofotometro (Labsystems Multiskan MS) com

comprimento de onda de 550nm, (MOSMANN, 1983).

3.7.3 Determinacio dos indices de apoptose e necrose por Citometria de
Fluxo no mesmo intervalo de tempo
Para esta etapa foram empregados reagentes de determinacdo de apoptose e
necrose pela metodologia de citometria de fluxo Anexina V (KIT —ANNEXIN V-FITC
APOPTOSIS DETECTION KIT I” - BD Pharmingen™) e iodeto de propideo. A
marcagdo das células foi realizada segundo especificagdes do fabricante, leitura por
citometria de fluxo FACSCALIBUR BD® e a andlise em software PAINT-A-GATE da
BD®. A anexina V é uma proteina Ca®" dependente que tem elevada afinidade por
fosfatilserinas. As fosfatidil-serinas sdao fosfolipedes internos da membrana que s6 sdo
expressos nos casos de apoptose. O iodeto de propideo ¢ utilizado para diferenciar
células intactas das ndo intactas. As células intactas excluem o IP enquanto que as
células mortas sdo permedveis ao produto.
Na avaliacdo por Citometria de Fluxo classificamos as células em:
»  expressdo negativa de anexina-V e PI = células viaveis;
»  expressdo positiva de anexina-V e negativa de PI = células nos estagios
precoces de apoptose;
»  expressdo positiva de PI e negativa de anexina-V = morte celular por
necrose, autofagia ou lise celular;
»  expressdo positiva de anexina-V e PI = células nos estagios finais de

apoptose.
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3.7.3.1Analise de Dispersao Celular
As andlises por Citometria de fluxo sdo realizadas para o estudo das populagdes
celulares segundo tamanho da célula, granulosidade e fluorescéncia emitida das

amostras, distribuidas em quadrantes (figura 17).
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Figura 17 — Representacdo da analise de dispersdo de célula marcada com Anexina V e PI

As andlise deste estudo seguiu o padrao ilustrado da figura 17 para todos os tipos

de células usadas em cada momento expresso em porcentagem de células por quadrante.

3.8 Dosagem de Proteinas

A determinagdo de proteinas totais sera realizada nos sobrenadantes de cultura
coletados a cada 24 horas apés a irradiacdo imediatamente antes da troca do meio de
cultura em espectrofotometro (Nanodrop 1000®) de acordo com instrugcdes do
fabricante. Os resultados foram normalizados levando em consideragdo a quantidade

proteica pré-existente no meio de cultura.

3.9 Mensurag¢io da Temperatura
A cultura temperatura foi medida em triplicata imediatamente apds a exposicao a
luz para os grupos irradiados e do grupo controle utilizando termdmetro de

infravermelho modelo ICEL TD-971.
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3.10Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com os softwares BioEstat 5.3 ¢ SPSS 12.0 for
windows  para andlise das varidncia serd de acordo com normalidade e
homocedasticidade (varidancia Homogenia). Para andlise de variancia paramétrica foi
utilizado o teste Anova seguida de teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos sofreram
analises por Kruskral - Wallis seguido de teste de Dunn entre o grupo controle e os

grupos irradiados(ZAR, 1974).
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Resultados e Discussdo
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s o descongelamento e amplificagdo das trés linhagens, que em média durou
28 dias, foram processadas as contagens celulares das mesma para determinar a
concentragio padrio e a partir de entio procedeu-se a aliquota de 3x10° células
semeadas igualmente em 6 pocos de cultura, cada 2 pocos para um tipo celular, nas
placas de 6 pocos. A area de crescimento correspondendo 9,6 cm?” portanto a uma média
de 3.957 células/cm’.

Durante os processos de congelamento/descongelamento e expansdo em cultura
os hibridomas podem perder sua reatividade, apresentarem baixa taxa de crescimento,
alteracdes morfologicas que comprometam a funcdo secretora ou contaminacdo da
cultura(DEFFUNE et al., 1992). Diante do exposto, as células dos clones secretores de
anticorpos monoclonais(hibridomas) foram cultivadas durante 28 dias e os
sobrenadantes de cultura foram testados nos dias 15, 21 e 28 para confirmagdo das
densidade opticas (DO) por teste Elisa antes do inicio dos protocolos de irradiagdo.
Desta forma, além dos testes anteriormente realizados por Querino et al 2012, a fungao
secretora da célula recém descongelada foi comprovada. Apds confirmacido da
reatividade os hibridomas e crescimento uniforme das células ao atingirem viabilidade
superior a 90% foram transferidas para placas de cultura de 24 pogos a 3x10°/pogo. A
cultura do NS1 foi conduzida analisando-se por microscopia invertida o aspecto
morfologico e a taxa de crescimento até atingir a curva exponencial de crescimento

conforme grafico 1.



57

Curva de Crescimento Padrao
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Grafico 1 — Curva de crescimento do mieloma murino (NS1) ¢ dos hibridomas (MRSA 4-27 e

MRSA 3-75) ao longo de 28 dias de cultura

A partir do 7° dia de cultura, o aspecto morfologico das células do NSI era
homogéneo e a curva de crescimento mostra um desdobramento a cada 48 h, atingindo
um plateaux ao redor do 20° dia. A andlise do crescimento dos dois clones MRSA sdo
bem distintas daquela observada no NS1 (vide grafico abaixo). Estes hibridomas
atingem uma fase de crescimento expressivo a partir do 13° 14° dia de cultura,
necessitando portanto da observagdo inicial durante 28 dias de cultura antes de langar o
experimento propriamente dito sob a acao da luz.

A fotodocumentagao das células foram registradas em microscopio invertido
Zeiss® (figura 18).
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MRSA 3-75

NS1

MRSA 4-27

Figura 18 - Fotodocumentagdo das trés linhagens celulares estudadas: Mieloma Murino, MRSA
3-75 ¢ MRSA 4-27.

Com o intuito de aperfeigoar a produgdo de anticorpos monoclonais otimizando
a producdo de hibridomas que secretam anticorpos de interesse, mas o processo de
sintetizacdo celular ¢ mais ameno, e pode comprometer o processo scale up, dois
hibridomas com DO inferior ao desejado foram selecionados MRSA 3-75 (DO < 0,221)
e MRSA 4-27 (DO < 0,37) para os protocolos de irradiacdo. As curvas de crescimento
destes hibridomas, como pode ser observado acima, sao mais lentas acarretando maiores
custos de produgdo com insumos (meio de cultura, aminoacidos, soro fetal bovino, etc)
além de expor a metodologia a maior risco de contaminacdo pela exigéncia de cultura
em longo tempo.

Quanto aos aspectos morfologicos das células, os grupos experimentais foram
observados diariamente por microscopia invertida para avaliagdo e registro fotografico

nosdias 1,3,5,7,9¢ 10.
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4.1 Morfologia

A metodologia de cultivo envolve as técnicas especificas para células em
suspensdao que evidencia em condigdes Otimas, células ndo aderentes, redondas,
membranas lisas, dispersas no meio de cultura sem formagao de aglomerados Deffune,

1992 como —pblas dispersas em meio liquido”(figura 19)

= )

Figura 19- Cultura celular

No entanto, foram observadas alteragdes morfoldgicas das mesmas ao longo da
exposicdo a luz. As primeiras mudangas celulares para as trés linhagens foram
registradas 48 horas apos a luz nas doses de 1,3, 5, 10, ¢ 20)/cm?.

A figuras 20, 21 e 22 registram documentacdes fotograficas do NS1, MRSA 4-
27 e MRSA 3-75 tanto para os pogos controle (ndo irradiados) como para aqueles
irradiados nas diferentes doses e para os momentos de 24, 72 e 120 horas apds a
primeira exposicao.

Observa-se na figura 20 - A, da esquerda para a direita, momento de 24 horas os
registros fotograficos do NS1 com diferencas morfologicas. As células irradiadas com 1
J/em® tiveram bioestimulagdo acentuada em relagdo ao grupo controle e presenca de
conglomerados celulares, que consiste no mecanismo de adequacdao do estado
homeostatico desregulado pelo estresse em cultura. Na dose de 3 e 5 J/em® sdo
observadas alteragdes morfoldgicas similares a dose de 1J/cm” além irregularidades na
membrana celular.

A anélise morfologica das doses de 10 e 20 J/cm® mostram irregularidade da
membrana celular, presenca de células vacuolizadas, grandes, conteudo citoplasmatico
danificado, caracterizando o processo de necrose celular. (ZIEGLER; GROSCURTH,
2004).

Na figura 20 - B, da esquerda para a direita. Observa-se que o grupo controle
continua com seu aspecto perolado, as células expostas 4 luz de 1 J/em” continua com

seu efeito bioestimulador sem sinais de dano morfolégico, mas com presenca de
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conglomerados. Na exposi¢io de 3 e 5 J/em® temos a presenca de células com
dimorfismo moderado e picnéticas com dano mais evidente. No grupo 10 J/cm?
observa-se diminuto numero de células com aspecto de micrélise, enrugamento das
membranas celulares sem a evidéncia de célula com aspecto normal. Na de 20 J/cm” o
grau de lesdo celular ¢ expressivo com predominio de necrose celular. Em C, na figura
20, no registro de 120 horas, o controle permanece integro e o grupo irradiado com dose
1 J/em® continuam com aspecto de vitalidade celular, porém percebe-se a presencga de
irregularidades em alguma células.

Percebesse neste momento uma diferenciagdo da morfologia entre os grupos
irradiados com 3 e 5 J/em®. O primeiro grupo apresenta evidéncia de dano em
membrana e inicio de aparecimento de células picnoticas. Comparativamente o segundo
grupo apresenta escassez de células e aumento das células picnéticas que sugerem o
processo de apoptose(ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

A morfologia do grupo irradiado com 10 J/em® apresentou aumento da
rugosidade das membranas, células picnéticas entremeadas as células de grande
diametro e pouco conteudo citoplastico sugerindo necrose e apoptose concomitantes. As
células submetidas & irradiagdo de 20 J/em® demostraram piora das caracteristicas
morofologicas, observadas no grupo de 10 J/cm?, que remete a danos irreversiveis pelos
processos de necrose e apoptose...

Os mesmos aspectos da irradiagdo sdo encontrados para os trés tipos celulares
estudados, NS1,MRSA 4-27 e MRSA 3-75.Nao obstante, ocorre disparidade entre os
momentos das mudangas morfoldgicas para cada tipo celular. As figuras 21 e 22, da
direita para esquerda, mostram que os efeitos sofridos pelo grupos irradiados com 3 e 5
J/em® ja apresentavam deformidades moderadas apos 24 horas, enquanto o NSI este
efeito foi detectado somente apos 48 horas. Para estes mesmos grupos no momento de
72 horas ha deformidades evidentes na membrana celular como: células picnoéticas e
dimorfismo, quando comparadas ao NS1 (72 horas).

Para as doses de 10 e 20 J/cm® os hibridomas e NS1 apresentaram morfologias
similares em todos os momentos do experimento. As células exibiam evidéncias claras
de irregularidade nas membranas, dimorfismo celular, condensacdo da cromatina,
aumento da area livre entre as células restantes e acimulo de restos celulares (debris) no
meio de cultura decorrente possivelmente do processo de morte celular no momento 24
horas. A degeneragdo das células foi superior a 40 % apods 96 horas de exposicdo a luz

para todos os tipos celulares.
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Figura 20 — Fotodocumentagao das culturas de NS1 irradiadas e controles nos momentos de 24, 72, 120 horas ap0s inicio da experimental
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A dose de 1J/cm? apresentou disparidade para os trés tipos de células somente na
determinagdo do numero de células. O bioestimulagdo foi mais evidente nos NS1 em
relagdo aos hibridomas com significancia estatistica (p<0,05).

Nao foram encontrados dados na literatura especializada comentando sobre
alteracdes morfologica de membrana celular de hibridomas irradiadas com luz no
comprimento de onda em 475nm. Entretanto, alteracdes de membranas mitocondriais
sdo descritas na literatura.

VISCOR e colaboradores usaram LASER de He-Ne com intensidade de 0,5
mW/cm® para irradiar eritrocitos e observaram alteragdes na viscoelasticidade da
membrana celular(VISCOR; PALACIOS; PALOMEQUE, 1989). SIPOSAN E
LUKACS promoveram bioestimulacdo de eritrdcitos, em amostras sanguineas, usando
LASER no comprimento de onda do 630 nm com dose entre 0,207 e 9,346 Jem? e
justificaram que alteracdes de membrana (aumento de poros e area de contato) foram
responsaveis pela bioestimulacao(SIPOSAN; LUKACS, 2000).

Outros autores descreveram sobre a formagao de mitocondrias gigantes quando
irradiadas. As principais alteragdes morfologicas observadas foram: aumento nas areas
das cristas (de 0,04pm para 0,69um), area de contato com reticulos endoplasmaticos,
aproximadamente 70%, ampliacdo na troca de Ca'’, culminando na elevacio da
atividade mitocondrial em 42% com aumento na proliferacdo celular. Entretanto, os
mesmos trabalhos expuseram resultados de danos nas ultraestruturas mitocondriais.
Como fragmentacdo das cristas, irregularidades nas membranas mitocondriais e lise
promovendo acentuanda a inibi¢cdo do crescimento celular. Com isto concluiram que a
interacdo luz/célula ¢ foto dependente do comprimento de onda, dose, tempo de
exposicdo e do tipo de metabolismo celular(BAKEEVA et al., 1993; MANTEIFEL,
VM; KARU, 2005; MANTEIFEL, V; KARU, 2007).

Yoshida e colaboradores observam alteracdes morfologicas nas membranas
mitocondriais de fibroblastos gengivais tratados com LED e lampada de Quartzo
Tungsténio (QTH) emitido no comprimento de onda de 460nm nas doses de 15, 45 e 75
J/em®. Usando microscopia eletronica de transmissio (MET) verificam que, apenas as
mitocondrias dos fibroblastos gengivais, foram danificadas pela agdo do LED ou QTH,
apos 5 minutos de irradiacio (75J/cm?) em protocolo unico. A citotoxidade das células
foi evidente nas mitocOndrias que apresentaram formacao de cristais, vactiolo e aumento

de volume celular nos grupos tratados com LED (figura 23). Os fibroblastos tratados
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com 460nm apresentaram aumento da produg@o de espécies reativas de oxigénio (ROS)
e redu¢do da proliferacdo celular marcadamente inferior aos grupos tratados com QTH e
controle(YOSHIDA et al., 2013). Apesar das andlises realizadas na presente pesquisa
ndo incluir a MET, os resultados encontrados na microscopia de luz, corroboram

aqueles de Yoshida et al.

Figura 23 - (A) Efeito da irradiagdo com tempo de exposi¢do de 5 minutos em fibroblastos de

gengivas humanas. (B) Caracterizag@o dos efeitos da irradiagdo com tempo de exposi¢do de 5 minutos na
ultraestrutura mitocondrial. No nucleo: as setas brancas apresentam as caracteristicas normais da
mitocondria. As setas negras mostram que a maioria das mitocondria foram danificados apresentando

cristais, vacuolos aumentados ap0s a irradiagcdo (YOSHIDA et al., 2013).

4.2 Crescimento Celular

As curvas de crescimento celular foram obtidas pela contagem das células de
NS1, MRSA3-75 e MRSA 4-27 feitas em hemocitdometro a cada 24 horas pos
irradiacdo. A andlise dos dados apresentaram variagdes em decorréncia da dose e tempo,
como podem ser observadas na tabela 4 e gréafico 2.

A andlise do NSI ndo apresentou diferenca estatistica significativa, em
nenhuma das doses utilizadas no momento de 24 horas de irradiacdo. Na dose de 1
J/em® entre 48 e 72 horas o mieloma sofreu efeito de bioestimulac3o.

Os dados da Tabela 4 mostram as médias e desvio padrdo entre as leituras feitas

na contagem do Mieloma Murino (NS1) * 10° células.
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Dose 1 Dose 3 Dose 5 Dose 10 Dose 20

Tempo Controle J/em? J/em? J/em? J/em? J/em?

0 Horas 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a
24 Horas 3.26a 3.66a 3.10a 3.12a 2.98a 2.97a
48 Horas 3.14a 4.62b 2.95a 3.0la 2.90a 2.79a
72 Horas 3.11a 4.39b 2.93a 2.81a 2.79a 2.70a
96 Horas 3.18a 3.77b 2.92a 2.71a 2.71a 2.27¢
120 Horas 3.05a 3.65a 2.83a 2.68a 2.33c 2.16¢

Tabela 4 — Contagem celular do NS1 em func¢do do tempo. Grupos seguidos com pelo menos uma letra
minuscula em comum ndo diferem estatisticamente entre si, analisado por momento e com p<0,05.

Os resultados analisados mostram que o nimeros de células entre o grupo controle
e grupos irradiados com dose de 1, 10 e 20 J/cm? tiveram diferencas significativas entre
o tempo de 48 e 96 horas.

Para o grupo irradiado com dose de 1 J/em® o crescimento celular foi acentuado
em relag@o ao grupo controle entre 24 e 96 horas. No momento de 48 horas o namero de
células deste grupo foi superior a 30 % as do grupo controle. O declinio gradativo do
nimero de células apds 72 horas deve-se ao processo de manutengdo do meio de
cultura.

Os grupos irradiados com 10 e 20 J/cm® apresentaram diminui¢do do niimero de
células apds 96 horas em comparagdo ao controle. Os demais grupos ndo apresentaram

diferencas estatistica. O grafico 3 exemplifica os dados analisados estatisticamente.
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Grifico 3 — Crescimento celular em funcdo da dose e tempo entre grupos irradiados com LED
no A 475 nm e grupo controle do NS1. * Diferenca significativa entre o grupo e o controle com p<0,05.

Os hibridomas nao apresentaram alteragcdes quanto ao numero de células. Nao foi
observado efeito bioestimulador nestes tipos celulares, no entanto, o efeito bioinibidor
foi identificado.

Quanto ao crescimento celular do hibridoma MRSA 4-27, os dados estdo
registrados na Tabela 5 com médias e desvio padrao entre as leituras feitas na contagem

celular *10°células.
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Dose 1 Dose 3 Dose5 Dosel1l0 Dose 20
Tempo Controle D

J/em J/em? J/em? J/em? J/em?
0 Horas 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a
24 Horas 3.28a 3.29a 3.10a 3.05a 3.03a 2.92a
48 Horas 3.21a 3.52a 3.21a 3.15a 3.03a 2.88a
72 Horas 3.18a 3.50a 3.13a 2.95a 2.85b 2.83b
96 Horas 3.28a 3.47a 3.11a 2.90b 2.74b 2.74b

120 Horas 3.23a 3.44a 3.12a 2.80b 2.62b 2.60b

Tabela 5 - Numeros de células do hibridoma MRSA 4-27 em fungdo do tempo. Grupos seguidos
com pelo menos uma letra miniscula em comum nao diferem estatisticamente entre si, analisado por
momento e com p < 0,05.

Os resultados analisados mostram que o nimeros de células entre o grupo controle
e grupos irradiados com dose de 5, 10 e 20 J/cm? tiveram diferencas significativas apos
72 horas, apresentando diminuicdo do nimeros de células principalmente para as doses
de 10 e 20 J/cm®. Néo observou-se diferenca estatistica entre os grupos irradiado com 1
e3Jem’eo grupo controle. Vale ressaltar que o grupo irradiado com dose de 1 Jem?
apresentou no momento de 48 horas nimeros de células superior ao grupo controle,
porém a diferenga entre os desvios maximos € minimos sdo muitos sutis podendo estar
embutidos dentro do erro de leitura do hemocitometro. O grafico 2 representa as

contagens celulares do hibrido MRSA4-27.
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. Grafico 4 — Crescimento celular em funcdo da dose e tempo entre grupos irradiados com LED no A 475

nm e grupo controle do MRSA 4-27. * Diferenga significativa entre o grupo e o controle com p<0,05.

Na analise do hibrido MRSA3-75, com caracteristicas de baixo crescimento
(Querino, 2012) apresentou maior susceptibilidade a luz, que 0o MRSA 4-27 e NS1.

A tabela 6 mostram as médias e desvio padrdo entre as leituras feitas na contagem
do Hibrido MRSA 3-75.

Dose 1 Dose 3 Dose5S Dose10 Dose 20
MRSA 3-75 Controle

j/cm2 j/cm2 j/cm2 j/cm2 j/cm2

0 Horas 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a 3.00a
24 Horas 3.22% 3.08a 3.04a 3.00a 3.03a 2.94a
48 Horas 3.19* 3.34a 3.05a 3.04a 2.98a 2.79a
72 Horas 3.42° 3.18a 2.94b 291b 2.85b 2.74b
96 Horas 3.60° 3.17a 2.85b 2.85b 2.73b 2.61b
120 Horas 3.65% 3.10a 2.97b 2.72b 2.60b 2.11b

Tabela 6 - Numeros de células do hibrido MRSA 3-75 em fungdo do tempo. Grupos seguidos com pelo
menos uma letra mintiscula em comum ndo diferem estatisticamente entre si, analisado por momento e
com p < 0,05.
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A andlise dos dados mostrou que entre os momentos 0 a 48 horas ndo apresentou
diferenga significativa entre os grupos controle e irradiados. Ap6s 72 horas houve
diminui¢do gradativa no ntimero de células em todos os grupos irradiados, exceto na
dose de 1 J/em®.

Destacamos a leitura com dose de 20 J/cm? a qual proporcionou queda superior a

55% no momento 120 horas em relagdo ao controle (grafico 5).
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Grifico 5 — Crescimento celular em fungdo da dose e tempo entre grupos irradiados com LED
no A 475 nm e grupo controle do MRSA 3-75. * Diferenca significativa entre o grupo e o
controle com p<0,05.

Os efeitos da luz visivel no espectro do azul vem sendo utilizado como uma
alternativa na terapia antineoplasica. Os estudos evidenciam sua capacidade de
interromper a mitose, suprimir a atividade mitocondrial e promover danos ao DNA em
tumores como: melanoma, carcinoma de células escamosas, glioma e adenocarcimoma
mamario(AGGARWAL et al., 1978; SROKA et al., 1999; LOCKWOOD et al., 2005;
ROTENBERG et al., 2006). Seus efeitos bioldgicos sdo iniciados por foto-reducdo de
porfirinas enddgenas, citocromos mitocondriais e flavoproteinas que traduzem os
efeitos da luz em ROS que dependendo dos niveis pode mediar fungdes de
sobrevivéncia da célula ou promover a morte celular(HOCKBERGER et al., 1999;
LUBART; FRIEDMAN; LAVIE, 2000, ROEHLECKE et al., 2013; YOSHIDA et al.,
2013).
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Sroka e colaboradores arguiram que linhagens celulares de carcinoma de bexiga
humana e adenocarcinoma de glandula mamaria apresentaram aumento siginificativo na
proliferacio quando irradiadas com doses entre 4 ¢ 8 J/cm” e comprimentos de onda de
410, 630, 635, 640, 805nm, contudo ndo observaram respostas similar para dose de
20J/cm® que permaneceu sem alteragdes significativas quando comparadas as células
ndo irradiadas.(SROKA et al., 1999).

Liebmann e colaboradores verificaram que keratinocitos humanos irradiados
com LED em 412 e 419nm na dose de 33 J/cm?, tiveram reducio de 34% na populagio
de células. No entanto, para a mesma dose, mas com comprimento de onda de 426 nm,
ndo observaram diferengas estatisticas em correlagdo ao grupo controle(LIEBMANN;
BORN; KOLB-BACHOFEN, 2010).

Nosso trabalho apresenta similaridade com os trabalhos de Sroka e Liebmann.
A dose de 1 J/em® apresentou bioestimulagio para o NS1 e ndo interferiu no
crescimento dos hibridomas. Este resultado corrobora os achados de Sroka, para doses
baixas e com comprimentos de ondas proximos ao usado neste trabalho. Para as doses
intermediarias 3 ¢ 5 J/cm® ndo houve efeito significativos para os tipos celulares
estudados. As respostas bioinibitorias ficaram evidentes para as doses de 10 e 20 J/cm?,
mesmos achados descritos por Sroka e Liebmann. Uma hipotese para a resposta
encontrada no presente trabalho seria a formacdo de ROS. Omata e colaboradores
observaram que celulas de keratinocitos normais produziram mais ROS e tiveram mais
supressdo da atividade celular comparadas as células de carcinoma escamoso de boca

(OSC2)(OMATA et al., 2006).

4.3 Dosagem de Imunoglobulina (NANODROP)

Os resultados obtidos nas leituras dos sobrenadantes do NS1 nao diferiram dos
valores encontrados do meio de cultura (Padrao negativo de leitura). Esta observacao
corrobora que a a¢do da luz ndo alterou a principal caracteristica do Mieloma Murino
(NS1) em ndo sintetizar e secretar Ig.

As dosagem de Ig produzidos pelos hibridomas foram realizadas em
equipamento Nanodrop 1000®. A determinag¢do das concentragdes de imunoglobulina
foram normalizadas através da diferenca entre a leitura do sobrenadante dos hibridos e

da leitura do meio de cultura.
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As apreciagdes da producdao de imunoglobulina do MRSA 4-27 mostraram
alteracdes significativas e distintas apo6s exposicdo ao LED em 475nm quando

comparadas ao grupo controle. A tabela 7 mostra as leituras normalizadas para o

hibridoma.
Tempo ot Dosezl Dose 3 Dose 2‘5 Dose 120 Dose 220
J/em J/em J/em J/em J/em
0 Horas 1,51a 1,53a 1,58a 1,55a 1,52a 1,48a
24 Horas 1.54a 2.01b 1.97b 1.94b 1.94a 0.82d
48 Horas 1.54a 2.16b 1.75a 1.72a 1.74a 0.66d
72 Horas 1.55a 1.99b 1.56a 1.43a 1.57a 0.54d
96 Horas 1.40a 2.03b 1.41a I.11c 1.17¢c 0.32d
120 Horas 1.39a 1.99b 1.44a 1.13¢ 1.09¢ 0.40d

Tabela 7 — Sintese de imunoglobulina do hibridoma MRSA 4-27. Grupos seguidos com pelo menos
uma letra mintiscula em comum ndo diferem estatisticamente entre si, analisado por momento ¢ com
p<0,05.

Observamos efeito bioestimulador expressivo na secre¢do de imunoglobulinas a
partir de 24 horas para o grupo irradiado com 1J/cm” quando comparado com o controle.
A sintese de Ig neste grupo durante todo o experimental manteve niveis superiores a
35% frente ao grupo controle.

Para os grupos irradiados com dose de 3, 5 e 10 Jem® o efeito de
bioestimulagdo ocorre apds 24 horas e retorna para os niveis normais de secre¢do no
momento de 48 horas. Apds 96 horas temos efeito bioinibidor para os grupos de 5 ¢ 10
J/em*

O grupo irradiado com 20 J/em® apresentou queda significativa na produgdo de
anticorpos apos o momento de 48 horas decorrente de morte celular.

A dose de 20 J/cm® causou 55% de bioinibigdo na sintese de Ig nas primeiras 24
horas pos exposicdo a luz, permanecendo em queda progressiva em todos os tempos
analisados atingindo um indice de aproximadamente 70% de reducdo na sintese de
anticorpos. Portanto, trata-se de uma dose bioinibidora para o hibridoma MRSA4-27. O

grafico 6 mostra as leituras realizadas em triplicata.
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*
%k %k
*
* * * *
*
*
*

*

* i

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas 96 Horas 120 Horas

HControle ®DoselJ/cm2 ®mDose3J/cm2 ®MDose5J/cm2 mMDose10J/cm2 mDose 20J/cm2

Grifico 6 — Quantificacio da concentracio de imunoglobulina sintetizada pelo hibridoma
MRSA 4-27. *Diferenca significativa entre o grupo e o controle com p<0,05.

De maneira similar, porém mais acentuada, o hibridoma MRSA 3-75 apresentou
queda gradativa e significativa nas concentra¢des de Ig quando irradiadas com dose

acima de 5 j/cmz, (tabela 8)

Dose 1 Dose 3 Dose 5 Dose 10 Dose 20

e Controle J/em? J/em? J/em® Jem*  J/em®
24 Horas 1.60a 1.64a 1.25a 0.80a 0.64a 0.68a
48 Horas 1.39a 1.44a 1.35a 0.35b 0.71b 0.75b
72 Horas 2.00a 2.12a 1.65a 0.57b 0.39b 0.17b
96 Horas 1.76a 2.03a 1.64a 0.63b 0.13b 0.04b
120 Horas 1.76a 1.88a 1.47a 0.62b 0.06b 0.02b

Tabela 8 - Sintese de imunoglobulina do hibridoma MRSA 3-75. Grupos seguidos com pelo menos

uma letra minuscula em comum ndo diferem estatisticamente entre si, analisado por momento e com
p<0,05.
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Os grupos 5,10 e 20 J/cm?® apresentaram queda superior a 50 % na producio de
imunoglobulina apds 24 horas da exposi¢do a luz com queda gradativa durante todo o
experimento. Destaque-se a supressdo da sintese de anticorpos, superior 90%, nas doses
de 10 e 20j/cm’.

Os grupos 1 e 3 J/em® ndo apresentaram diferenca significativa entre si e em

comparagdo com o grupo controle em todo o experimento (grafico 7).

Leitura NanoDrop

1,75
1,5
1,25
*
* *
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i * g % %
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mControle mDoselJ/cm2 mDose3J/cm2 ®mDose5J/cm2 mDose10J/cm2 mDose 20J/cm2

Grafico 7 — Quantificaciio da concentracio de imunoglobulina sintetizada pelo hibridoma MRSA 3-75.
*Diferenga significativa entre o grupo e o controle com p<0,05.

Os resultados encontrados para os hibridomas apontam para um aproveitamento
da exposicdo de clones secretores de anticorpos monoclonais na fluéncia de 1 J/em?,
tendo em vista que houve efeito bioestimulador (hibrido MRSA 4-27).

Este resultado pode se tornar impactante quando da produgdo industrial de
anticorpos monoclonais de uso terapéutico, considerados hoje, como ouro liquido. No
ano de 2012, os anticorpos monoclonais terapéuticos correspondiam a 40% do mercado
internacional de produtos biotecnoldgicos da saide humana, envolvendo uma fatura
anual de U$50 bilhdes de dolares, dos quais, U$20 bilhdes corresponde a fatura de
apenas 5 anticorpos de uso terapéutico(PRASHANT, 2013).
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4.4 Viabilidade Celular

As mitocondrias sdo as principais organelas envolvidas na transducdo do sinal e
execu¢ao da morte celular. A apoptose € um processo fisioldgico necessario para
manuten¢do da homeostase. As células respondem a estimulos como: restri¢ao de fator
de crescimento, danos ao DNA, choque térmico, irradiagdes, medicamentos
quimioterapicos e aumento de ROS(HENGARTNER, 2000; ELMORE, 2007
PRADELLI; BENETEAU; RICCI, 2010).

A morte celular por necrose pode ser desencadeada por irradiacdo ou agentes
toxicos. Neste processo apds insulto severo a célula apresenta aumento de volume
celular, agregacdo da cromatina, desordem citoplasmatica e perda da membrana
plasmatica com lise. Na necrose a membrana torna-se permeavel mais precoce
permitindo que moléculas carregadas ultrapassem para o citosol. Assim o lodeto de
Propideo e corantes podem ser empregados para detec¢do da permeabilidade da
membrana (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

Na apoptose a externalizagdo de fosfatidilserina ¢ um dos primeiros indicios da
sinalizacdo celular para fagocitose (WU; TIBREWAL; BIRGE, 2006). Com isto a
deteccao da fosfatidilserina in vitro através da marcacdo com anexina V apresenta alta
afinidade para seu diagnostico (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; ELMORE, 2007;
JANKO et al., 2013).

As estapas de destrui¢do da célula podem ocorrer a0 mesmo tempo (ZIEGLER;
GROSCURTH, 2004). Dessa forma a dupla marcacdo de uma mesma célula com dois
corantes permite maior fidelidade na determinacdo da necrose e apoptose tardia. Assim
a associacdo da anexina V com lodeto de Propideo possibilita mensurar células com
membrana plasmatica permeavel. Em ambos os processos a anexina V reage com a
membrana ao mesmo tempo em que o PI entra no citosol. (RIESEBERG et al., 2001;
PEC et al., 2003).

A concentragdo de células viaveis na cultura celular ¢ um dos pontos criticos no
controle na industria de biotecnologia. Assim a integridade da membrana celular pode
ser detectada por Citometria de fluxo identificando em qual fase do ciclo celular estao
as c¢lulas(RIESEBERG et al., 2001). Com o mesmo intuito a determinagdo da atividade
mitocondrial pelo ensaio de MTT permite monitorar a viabilidade celular apos

injuria(WERNER et al., 2013).
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Os ensaios de viabilidade celular foram realizados por marcagdo dos grupos
experimentais com Anexina V + PI (Citometria de Fluxo) e MTT. Ambos os ensaios
ndo apresentaram diferencas significativas entre si. Sendo que todas as células
irradiadas apresentaram redugdo gradativa de suas viabilidades dependentes da dose
empregada e tempo.

Nas analises por Citometria de Fluxo os NSI irradiados com 1J/cm2
apresentaram queda de viabilidades em 24% (24 horas) e 30% (72 horas),
possivelmente devido ao excesso do numero de células/poco com evolucao para necrose
e apoptose tardia. Isto se deve ao efeito bioestimulador do metabolismo celular. O
aumento abrupto das células promoveu escassez dos nutrientes no meio de cultura
culminando com concorréncia ¢ morte de parte da polugao de estudo.

O grupo 3 J/cm2 apresentou 22% de morte (necrose e apoptose tardia) até 72
horas de tratamento com evolugdo para 50% em 120 horas. O mesmo foi observado nos
grupos irradiados com 5 J/cm2 com 30% de células em morte até 72 horas e 45% em
120 horas.

A destrui¢do foi marcante nos grupos 10 e 20 J/cm2 depois de 48 horas, com
mais de 35% da populacdo em morte programada avancada e inicio de necrose € apos
120 horas de tratamento observou-se 75% de morte celular (necrose/apoptose tardia).

Para MRSA 4-27 a dose de 1J/cm2 durante exposicdo de 120 horas manteve
viabilidade superior a 80%. Nas doses 3 e 5 J/cm2 as células apresentaram queda de
14% e 17% entre 72 e 120 horas, respectivamente.

Seu perfil apos exposi¢cao a 10 e 20 J/cm?2 apresentou queda gradativa depois 48
horas com morte aproximada de 75% da populacao deste hibridoma.

As analises do MRSA 3-75 apresentaram maior resposta a luz em 475nm em
comparagao com os demais grupos celulares do estudo. O hibridoma apresentou queda
na viabilidade em 25% para as doses de 1 e 3 J/cm? apos 120 horas.

Nas irradiagdes com 5 e 10 J/cm® foram detectados queda da viabilidade a partir
de 48 horas. Onde aproximadamente 50% da populacdo em estudo foi eliminada até 120
horas.

As maiores quedas na viabilidade celular foram observadas na dose de 20 J/cm?
com marcantes reducdes na populacao. Apos 24 horas, foi detectado 29,3% de morte
celular. Este quadro sofreu piora gradativa com evolucdo para 50% de morte em 48

horas e 72% apds 120 horas de tratamento.
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Os valores encontrados na avaliagdo da atividade mitocondrial pelo ensaio de
MTT foram similares aos expostos para citometria de fluxo (figura 24 e grafico 8).
Ouve quedas significativas nas doses superiores a 5 J/em® no momento superior a 72
horas em todos os grupos experimentais e para os trés tipos celulares.

As doses de 10 e 20J/cm” promoveram queda de 70% da viabilidade no fim do
experimento, demonstrando a acdo citotoxica da luz sobre as células.

Nao houve diminui¢do da viabilidade em células mantidas na auséncia de

exposic¢ao a luz (grupo controle).

Figura 24 — Foto A - placa de leitura de teste MTT, foto B indica aspecto microscopico das

células coradas por formazan (1: célula com atividade mitocondrial, 2 célula sem atividade mitocondrial).
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Grafico Viabilidade MTT (Grupo Controle)
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Grafico Viabilidade MTT (Grupec Dose 1 J/cm?)
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Grafico Viabilidade MTT {Grupo Dose 3 J/cm?)
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Grafico Viabilidade MTT {Grupo Dose 5 J/cm?)
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Grafico Viabilidade MTT (Grupo Dose 10 J/cm?)
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Grafico Viabilidade MTT (Grupo Dose 20 J/cm?)
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Em 2013, Roehlecke relatou que a a¢do da luz no comprimento de onda do 450
nm promove rapida formagdo de ROS em cultivo de células de retina. Depois de 30 e 60
minutos de exposicdo a luz com densidade de poténcia de ImW/cm® a producdo de
ROS aumentou significativamente com acréscimo da morte celular(ROEHLECKE et
al., 2013).

A reducgdo da atividade respiratoria mitocondrial também foi relatada em células
epiteliais da retina humanas expostas a luz visivel com comprimento de onda entre 390-
550 nm e densidade de poténcia 2,8 mW/cm? por até 6 h em comparacdo com as células
ndo tratadas. As lesdoes do DNA mitocondrial foram méaximas em 3 horas. A luz visivel
promoveu disfuncgdo celular através da acdo de espécies reativas de oxigénio no DNA
mensageiro com resposta tempo dependente, com evolugdo para apoptose(GODLEY et
al., 2005).

O perfil dos grupos celulares estudados apesar de apresentarem diferengas sutis
entre si, ndo permitiu identificar uma dose que possibilite selecionar hibridos ou NS1 na
cultura pos fusao celular.

A bioinibi¢do ocorreu em todos os grupos apds 5 J/em2 com diferencas ndo
significativas entre os tipos celulares.

A selecdo dos hibridos durante o screening por ELISA busca eleger os melhores
produtores de Ig que se mantem estdveis na cultura celular ap6s expansao,
congelamento e descongelamento.

Neste ambito a bioestimulagdo foi marcante para a dose de 1 J/cm2 para NS1 em
relagdo ao numero de células. Nao obstante, o principal destaque foi o incremento na
producao de anticorpos monoclonais das células MRSA 4-27, principal interesse dos

laboratorios de bioengenharia que utilizam esta tecnologia (grafico 9)
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Grafico 9 — Avaliacdo da DO pelo teste ELISA do hibridoma MRSA 4-27.

Efeito de bioestimulacio dose de 1J/cm?.

A resposta positiva do MRSA 4-27 a luz foi confirmada pelas DO e aumento
marcante apds primeira secao com luz. A producdo de anticorpos no sobrenadante de
cultura na dose de 1j/cm?2 foi estatisticamente superior ao grupo nao irradiado. Com isto
o monoclonal que no screening seria descartado, por sua producdo ineficaz de
anticorpos, pode ser poupado e apresentou significante melhora no perfil secretor. O
hibridoma MRSA 4-27 antes um baixo produtor de Ig passou a ser um monoclonal
promissor. Porém o0 MRSA 3-75 se manteve como baixo produtor de anticorpos(grafico
10)

Assim a luz 475nm pode ampliar o aproveitamento dos produtos da fusdo celular

intensificando a produgdo de anticorpos.
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Grafico 10 — Avaliacdo da DO pelo teste ELISA do hibridoma MRSA 3-75.

Efeito de bioeinibidor para as dose 5, 10 e 20J/cm’.

4.5 Medida da Temperatura do meio de cultura

Os mielomas murinos e hibridos sdo susceptiveis as variagdes de temperatura.
Trabalhos na literatura sugerem que a interagdo da luz com o meio de cultura e o frasco
de cultura podem gerar calor alterando as respostas experimentais(ROTENBERG et al.,
2000).

Para analisar um possivel efeito da temperatura nas células realizou-se medidas
em triplicatas imediatamente apos a exposi¢do da luz. O grafico 11 apresenta os

resultados obtidos em nosso estudo.
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Grafico 11 — Analise da temperatura dos grupos experimentais. *Diferenca significativa entre
o0 grupo e o controle com p < 0,05.

A homeostasia ¢ capacidade da célula manter seu equilibrio entre 0 meio interno
e externo dentro de um padrdo que permita seu funcionamento. Mudangas externas
como, temperatura, pH, concentragdes de ions, podem alterar o equilibrio homeostatico
desencadeando uma resposta de compensacdo. Quando bem sucedido, a célula
reestabelece o seu equilibrio, ou caminha para morte.

A mensuragdo da temperatura do meio de cultura, neste estudo, permitiu
descartar a influéncia externa da temperatura na homeostasia dos grupos experimentais
apos irradiagoes.

Estudos anteriores demonstraram que algumas fontes de luz emitindo no
comprimento de onda 380nm a 500nm promoveram aumentos significativos, acima de
43°C, em culturas de monocitos quando irradiadas por um longo periodo(WATAHA et
al.,, 2004; ROTENBERG et al., 2006; WATAHA et al., 2008). Temperaturas nesta
faixa podem promover alteragcdes conformacionais de estrutura e de funcionalidade das
proteinas sintetizadas(ELLIS; VAN DER VIES, 1991)

Os grupos experimentais demostraram elevagdo de temperatura em consequéncia

do aumento da dose, porém somente o grupo irradiado com 20 j/cm” apresentou
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diferenca significativa em relacdo ao controle. As temperaturas analisadas em todos os
grupos nao atingiram pontos criticos para promocao alteragcdes no crescimento, processo

de sintese ou desnaturacao proteica.
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5.CONCLUSAO

O LED no comprimento de onda de 475nm ndo promoveu fotoselecdo de
mielomas e hibridomas apds exposi¢ao a luz nas dose de 1, 3,5, 10 e 20J/cm?.

Todos os tipos celulares apresentaram morte celular nas dose superiores a
5J/cm’.

O hibridoma MRSA 4-27 apresentou aumento da secrecdo de imunoglobulinas
em aproximadamente 30% em comparag¢do com grupo nao irradiado.
Os mielomas foram bioestimulados com acréscimo de seu crescimento celular na dose
de 1J/cm®
As células irradiadas ndo alteraram seu perfil morfoldgico e caracteristicas de secre¢ao
nas doses de 1J/cm®. Os hibridos irradiados mantiveram secrecio de Ig e o Mieloma
Multiplo Murino permaneceu nao secretor.

O emprego da luz na producdo de anticorpos monoclonais desperta interesse

como agente bioestimulador potencializando a capacidade produtiva dos monoclonais.
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